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抗体産生細胞と骨髄腫細胞(ミ エローマ)と の融合細胞(ハ イブリド」マ)か ら産生されるモ
ノクローナル抗体(MoAb)は その特異性 ・均一性を武器に様々な分野で利用されている。医学 ・
生物学の分野では特に腫瘍抗原 に対するMoAbが 注目され,様 々な種類の癌細胞に対するMoAb
が作成 され,腫 瘍抗原の解析に利用されるとともに,ヒ ト癌の診断 ・治療への応用 も試み られて
いる。
筆者 らも本研究で実験動物及びヒト腫瘍の診断 ・治療へ応用可能 なMoAbの 作成及びその応
用 の可能性について検討 した。まず,実 験動物で発癌過程 がよ く研究 されているN-butyl-N一(4-
hydroxybutyl)一 鳳itrosoamine(BBN)投 与膀胱癌発生過程における腫瘍マーカーとしてチトクロー
ムP-450(以 下P-450と 省略)に 着目して,そ の発現を免疫組織化学的に検討 した。次に,ヒ
ト膀胱癌の尿診断へ応用可能なMoAbの 作成 を試み4種 のMoAbを 得た。 これ らMoAbの 尿診
断への応用性を検討するとともに,MoAbに よって認識される抗原の生化学的性状を解析 した。
更 に,ヒ ト上皮性癌,特 に腺癌 の診断 ・治療 に有用 と考 え られ るc-erbB-2産 物 を認識 す る
MoAbを 作成 し,ヒ ト腺癌の診断 ・治療への応用の可能性を検討 した。
1)BBN投 与 ラッ ト膀胱癌発生過程における腫瘍 マーカー
実験動物でその発癌過程がよ く研究 されているBBN投 与 ラット膀胱癌をモデルにその腫瘍マー






BBN投 与による膀胱癌発生過程における膀胱上皮のP-450ア イソザイムの変動 を免疫組織化学
的に解析 した。
MoAbは 主にP-450dと 反応す るAPH-8とAP}1-3,主 にP-450cと 反応するAPL-1とAPL-2及
びP-450b,P-450eと 反応す るAPF-3を 使用 し,正 常またはBBN投 与ラットの膀胱及び各種組
織 の凍結切片を作成 し,免 疫組織染色を行 った。膀胱以外の組織では正常 ラットと比較 し,BBN
投与で抗 ラットP-450MoAbと の反応性に変化は認められなかった。未処理 ラット膀胱上皮 は
いずれのMoAbと も反応 しなかったが,BBN投 与3週 目から膀胱上皮にAPH-8に よって染色され
る細胞群が観察され,以 後膀胱上皮が移行上皮癌へ と進行 していくに従い,染 色強度 ・染色 され
る部位も増大 していらた。一方,他 の4種 のMoAbの 反応性は発癌過程において変化 しなかった。
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APH-3の 反応性に変化は認められなかったため,発 癌過程において発現 の認 められたP-450




の抗原の血中濃度とヒト癌の進行度 との相関性がこれ ら抗原を認識するMoAbを 用いて研究され
ており,血 清診断の有用性も確認されている。膀胱癌ではその発生部位を考慮すると抗原 は血中
より尿中へ遊離 しやすいと考えられるので,筆 者らは膀胱癌の尿診断へ応用可能なMoAbの 作成
を試みた。
ラット培養系膀胱癌細胞あるいはヒト膀胱癌手術材料を免疫原にハイブリドーマを作成 し,健
常人尿 と比較 し膀胱癌患者尿 と強 く反応するMoAbを 選別 し,4種 のMoAb;RBS-31,RBS-85,
RBA-1及 びHBP-1を 得た。健常人及び各種疾患患者尿サンプル とMoAbと の反応性 をEnzyme-
Iinkedimmunosorbentassay(ELISA)に より検討 した結果,4種 のMoAbと も健常人尿 との反
応性は低いことが確認されたbこ こで,MoAbに より検出され る健常人尿中抗原 のuntの 平均+
4SDをcu七 〇ff値とした場合,膀 胱癌患者尿とはRBS-31が72%と 最 も高率に反応 したほか,他 の
3種 のMoAbも63%か ら35%の 陽性率を示 した。また,膀 胱癌の術後でこれ ら尿中抗原 は減少 し,
再発により再び増加す る傾向 も認められた。
次に,こ れ らMoAbの 認識する抗原の生化学的性状を検討 した。RBS-31,RBS-85及 びRBIU
は糖鎖を認識 していることが明 らかになり,更 に,RBS-31はCDH(ceramidedihexoside)の 糖
鎖構造を,RBA-1は 尿中の35-10kdの 糖タンパク糖鎖を認識 してい るものと推定 された。一方,
HBP-1は タンパクを認識 し,そ の分子量は尿中で80kd,膀 胱癌組織で56kd及 び100kd以 上 と同定
、
された。
更 に症例を重ねた検討が必要と考え られるが,こ れら4種MoAbが 膀胱癌の尿診断へ応用可能
であることが示された。
3)c-erbB-2産 物 に対 す るMoAbの 作 成 及 び その 応 用
癌 原遺 伝 子c-erbB-2遺 伝 子 は ヒ ト細 胞 ゲ ノ ムか らepidermalgrow七hfac七 〇で(EGF)一 レセ プ タ ー
遺 伝 子 に類 似 の遺 伝 子 と して 見 い出 され た 。 そ の遺 伝 子 産 物 は185kdの 膜 通 過 型 糖 タ ンパ ク で あ
り',細 胞 内 領 域 に チ ロ シ ンキ ナ ー ゼ を有 して い る こ と も明 らか た な って い る。 この 産 物 にEGF,
TGF一 α(い ず れ もEGF一 レセプ タ ー と結 合),そ の他 既 知 の増 殖 因 子 は結 合 し塗 い こ と が 確 認 さ
れ て お り,未 知 の増 殖 因子 の レセ プ ター と推 定 され て い る。c-erbB-2遺 伝 子 の遺 伝 子 増 幅 が 種 々
一17一
の ヒ ト腫 瘍 で検 索 され,乳 癌 や 胃 癌 な ど の腺 癌 で 比 較 的 高 頻度 に増 幅 が 起 こって い る こ と が報 告
さ れ て い る。 更 に,乳 癌及 び 卵巣 癌 で はc-erbB-2遺 伝 子 の遺 伝 子 増 幅 の み られ る症 例 で は 予 後 が
悪 い と い う報 告 もな され て い る。 ま た,neu(ラ ッ トc-erbB-2)産 物 に対 す るMoAbが 作 成 され,
このMoAbが 抗体 単 独 でneutransfectantの 増 殖 をinvitro及 びinvivoで 抑 制 す る こ とが 報 告 さ
れ て い る。 これ らの事 実 に基 づ き,c-erbB-2産 物 を標 的 と した ヒ ト腫 瘍 の診 断 ・治 療 が 期 待 され
る の で,ヒ トc-erbB-2産 物 に対 す るMoAbの 作 成 を 試 み,c-erbB-2産 物 の 細 胞 外 領 域 を 認 識 す る
SV2-61MoAbを 得 た 。 このSV2-61を 用 いて,ヒ ト培 養 系 腫 瘍 細 胞 に お け るc-erbB-2産 物 の 発 現
及 びSV2-61のinvi七ro及 びinvivoで のc-erbB-2transfectantの 増 殖 に対 す る効 果 を検討 した 。
A.ヒ トc-erbB-2産 物 に対 す るMoAbの 作 成
ヒ トc-erbB-2遺 伝 子 を マ ウ スNIH3T3細 胞 に 導 入 したtransfec七an七 のSV11をBALB/cマ ウ ス に 免
疫 し,そ の脾 細 胞 とマ ウス ミエ ロー マ細 胞 とを細 胞 融 合 し,抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ドー マ を 得 た 。 こ
れ ら培 養 上 清 中 の 抗体 活性 を 間接 蛍 光 抗 体 法 にて 調 べ,免 疫 原 のSV11細 胞 と 反 応 し,NIH3T3細
胞 と反 応 しな いSV2-61MoAbを 得 た 。 次 に,SV2-61の 種 々 の七ransfectantと の 反 応 性 を 間 接 蛍
光 抗 体 法 を用 い検 討 した 。SV2-61はc-erbB-2遺 伝 子 を導 入 した 七ransfectantと の み 反 応 し,活 性
型c-raf,EJras等c-erbB-2以 外 の 遺 伝 子 を 導 入 し た七ransfec七an七と は反 応 しな か っ た 。 ま た,
SV2-61はc-erbB-2遺 伝 子 の細 胞 外 領 域 の一 部 が欠 損 した タ ンパ クを コ ー ドす る遺 伝子 を導 入 した
transfectantと も反 応 しなか っ た 。一 方,SV2-61対 応 抗 原 の性 状 に っ い て は,SV11細 胞表 面 タ ン
パ ク を1251標 識 し,可 溶 化 後,SV2-61を 用 いimmunoprecipitationす る こと に よ り,同 抗 体 が 報
告 され て い るc-erbB-2産 物 の分 子 量 と一 致 す る185kdの タ ンパ ク を認 識 す る こ とが 判 明 した 。 ま
た,SV2-61の 免疫 沈 降 物 にinvitroで[γ 一32P]一ATPを 反 応 さ せ る こ と に よ り,185kdタ ンパ ク
は リ ン酸 化 され た こ と よ り,SV2-61が キ ナ ー ゼ活 性 及 び 自己 リ ン酸 化 能 を有 す るc-erbB-2産 物 と
反 応 す る こ と も確 実 と な っ た。
B,ヒ ト培 養 細 胞 にお けるc-erbB-2産 物 の 発現
種 々 の ヒ ト培養 系 細 胞 に お け るc-erbB-2産 物 の発 現 をEGF一 レセ プ タ ー の 発 現 と比 較 しな が ら
検 討 した 。更 に,こ れ らタ ンパ ク の発 現 と遺 伝 子 レベ ルで の調 節 との相 関 を 明 らか にす る 目的 で,
メ ッセ ン ジ ャー(m)RNAの 発 現 量 と遺 伝 子増 幅 にっ い て検 討 した 。
両 タ ンパ クの発 現 を約30種 の ヒ ト培 養 系 細 胞 に っ い て,SV2-61とEGF一 レ セ プ タ 」 を 認 識 す る
29-1MoAbを 用 い,間 接 蛍光 抗 体 法 で染 色 後,FACScanに よ り解 析 し,以 下 の知 見 を 得 た 。1)
両 タ ンパ ク と も リンパ 系 腫 瘍 細 胞 で は検 出 され な か った 。2)c-erbB-2産 物 は検 索 した 上 皮 性 腫
瘍 細 胞 の全 て に発 現 して い た 。3)c-erbB-2産 物 を過 剰 に発 現 レて い た細 胞 は消 化 器 系 癌 細 胞 及
び乳 癌 細 胞 で あ った 。4)EGF一 レセ プ タ ー の発 現 は扁 平 上 皮 癌 及 び一・部 の腺 癌 に限 局 して い た 。
5)検 索 した細 胞 中,両 タ ンパ ク と もに過 剰 に発 現 して い た細 胞 は な か った 。
一ia一
この 様 に,c-erbB-2産 物 とEGF一 レセ プ タ ー の発 現様 式 が 異 な る こ と,c-erbB-2産 物 は発 現 量 に
差 は認 め られ た が,検 索 した全 て の上 皮 性 腫 瘍 に発 現 が認 め られ,ヒ ト上皮 性腫瘍 全般 の腫 瘍 マ ー
カ ー に な る可 能 性 が あ る ことが 示 され た。
タ ンパ ク レベ ル の発 現 を検 討 した癌 細 胞 中,代 表 的 な細 胞9種 に つ い て遺 伝 子 レ肉 ル の解 析 を
Southernblot及 びNorthernblotに よ り行 った 。c-efbB-2遺 伝 子 の増 幅 が確 認 され た のはc-erbB-
2産 物 を最 も過 剰 に発 現 して い た ヒ ト胃癌 細胞MKN-7だ け で あ っ た 。c-erbB-2mRNAの 発 現 量
は タ ンパ クの 発 現 量 と相 関 し,mRNAの 過 剰 発現 が タ ンパ ク の過 剰 発 現 につ な が って い た 。 す
な わ ち,遺 伝 子 増 幅 の認 め られ ない細 胞 で もmRNAの 過 剰 発 現 に伴 いc-erbB-2産 物 の細 胞 表 面 で
の発 現 量 が増 大 す る こ とが確 認 さ れ た 。
C.SV2-61のinvitro及 び ヌ ー ドマ ウ ス にお け る抗 腫 瘍 効 果
ヌ ー ドマ ウ ス皮 下 にc-erbB-2あ る い はc-raftransfectantを 移 植 後,SV2-61を 静 脈 内 投 与 し,
これ ら細 胞 の増 殖 に対 す るSV2-16の 効 果 を検 討 した 。SV2-61はc-raftransfectantの 増 殖 に は影
響 を与 え なか っ たが,c-erbB-2七ransfectantの 増殖 を顕 著 に抑 制 し,抗 原 特 異 的 な 抗 腫 瘍 効 果 を
示 した。 そ こで,こ の抗 腫 瘍 効 果 の メ カ ニ ズ ムを検 討 した 。 ま ず,遠 隔 投 与 したSV2-61が 実 際 に
腫 瘍 に到 達 して い るか調 べ るた め,FITc標 識sv2-61のinvivo投 与 に よ る組 織 分 布 を検 討 した 。
その 結 果,全 身 的 に投 与 したSV2-61は 特 異 的 にc-erbB-2transfectantに 到 達 ・結 合 して い る こ と
が示 され た。invivo投 与 したMoAbの 抗腫 瘍効 果 は補 体 依 存 性 細 胞 傷 害 性(CDC)や 抗 体 依 存
細 胞 媒 介 細胞 傷 害 性(ADCC)に 起 因 す る との報 告 が 多 い の で,SV2-61のCDC及 びADCC活 性 を
検討 した が,両 活 性 と も ほ とん ど認 め られ ず,宿 主 免疫 系 の 関 与 は少 ない もの と推 定 さ れ た 。 そ
こで,SV2-61がinvitroに お いて 単独 でc-erbB-2transfec七antの 増 殖 に影 響 を及 ぼ す か 否 か に っ
いて 検 討 した。 その 結 果,SV2-61は 抗 体 単独 で抗 原 特 異 的 にc-erbB-2transfectantの 軟 寒 天 中
で の コ ロニ ー形 成 を抑 制 す る こ とが 確 認 され た。 ま た βV2-61のinvivo投 与 に よ り,.ヌ ー ドマ
ウス皮 下 に移 植 したc-erbB-2七ransfectan七 の 細胞 表 面 よ りc-erbB-2産 物 がdownregulateさ れ る
こ と,invi七roのc-erbB-2七ransfec七antの 培 養 液 中 にSV2-61を 添 加 す る こ と に よ っ て もc-erbB-2
産 物 がdownregula七eさ れ る こ とが確 認 され た 。
この様 に,SV2-61はc-erbB-2transfectantの 増 殖 をinvivo及 びinvitro双 方 で抑 制 し,そ の 増
殖 抑 制 効 果 に は細 胞 表 面 で のc-erbB-2産 物 のdownregula七ionが 関 与 して い る もの と推 定 さ れ た 。
以 上 の ご と く,今 回作 成 したMoAbの ヒ ト腫 瘍 の診 断 ・治 療 に お け る有 用 性 が示 され た 。
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審 査 結 果 の 要 旨
モノクローナル抗体は各種の抗原分子の分離 精製,同 定などに幅広 く用い られると共に,各
種の疾病の診断並びに治療ぺの応用が計 られている。菅原はモノクローナル抗体の腫瘍診断並び
に治療を目的としてモノクローナル抗体を作成 し,ま た,対 応抗原分子の性状を及びその挙動を
明らかに した。
1)抗 チロクロームP-450抗 体を用いての膀胱発生過程におけるP-450ア イソザイムの変動:
ラットにN-buty1-N(4-hycroxybutyl)nitrosamine(BBN)を 経口投与 し膀胱発生に至 る40週 間の
各時期で膀胱組織を採取 し,各P-450ア イソザイムの変動を対応す るモノクローナル抗体を用
いて観察 した。その結果,P-450Hに 選択性を持っAPH-8抗 体により染色 され る細胞がBBN投
与後3週 目より出現 し,以 後,前 がん変化に伴ってその細胞が著 しく増加 し,発 生 したがん細胞
においても染色性が維持された。このようなP-450ア イソザイムの変化がBBNに よる膀胱がん
発生におけるBBNの 活性化代謝に密接に関係 していることが予測された。
2)ヒ ト膀胱がんの尿診断に応用可能なモノクローナル抗体の作成 と応用:ヒ ト及び動物の膀
胱癌を抗原としてモノクローナル抗体を作成 し,膀 胱がん患者尿中に増加する抗原 と反応する抗
体4種 を選別 し,こ れらの抗体を用いて尿診断法を確立すると共に対応抗原を同定 した。抗体 に
よりそれぞれパターンは異なるものの,い ずれも膀胱がん患者尿では高値を示 し,尿 診断への有
用性が示唆された。
3)ヒ トc-erbB-2遺伝子産物の細胞外 ドメインと反応するモノクローナル抗体の作成 と応用:
c-erbB-2は上皮細胞増殖因子受容体(EGF-R)の 支配遺伝子であるc-erbB-1と遺伝子構造が類似
し,が ん細胞増殖に係わる細胞表面たんぱ くをコー ドすることが知 られている。 しか し,こ れま
でにはその機能発現に重要な細胞外 ドメインに対するモノクローナル抗体は作成されていなか っ
た。そこで,c-erbB-2遺 伝子導入細胞を抗原とし,目 的とするモノクローナル抗体数種を作成 し,
これ らの抗体がc-erbB-2タ ンパ クの細胞外 ドメイ ンを選択的に認識することを確認 した。
さらに,こ れらのモノクローナル抗体 はinvivo及 びinvitroに おいてc-erbBr2タ ンパ ク陽性 の
腫瘍細胞の増殖を顕著に抑制す ること,ま たその抑制作用 は抗体結合 による抗原(c-erbB-2タ
ンパク)の 細胞内への取り込み(downmodulation)が 原因であることが示 された。
以上の研究はがんの診断 ・治療に有用 なモノクローナル抗体を提供 したと同時に,そ れ らの抗
体を用いての抗原解析並びに抗原機能の解明などにイ ンパク トを与えるものであり,本 論文は十
分に博士論文に値するものと考える。
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